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RESUMO

A periimplantite € uma lesdo que circunda os implantes dentarios devido a
fatores como esforgcos mecéanicos excessivos, corrosdo e presenca de bactérias
agressivas, podendo provocar infeccdo e inflamacéo, além de perda 6ssea em torno
dos implantes osseointegrados. Objetivo — O objetivo deste trabalho foi comparar a
resposta inflamatdria na mucosa periimplantar entre pacientes com periimplantite
(CP) e pacientes sem periimplantite (SP). Material e Métodos — Foi realizada
biépsia da mucosa periimplantar de 18 pacientes: nove do grupo CP e nove do
grupo SP. Em cada caso, foram coletados e processados dois fragmentos. Foram
realizados cortes seriados para analise histopatologica e imuno-histoquimica. Um
dos fragmentos foi destinado para analise histopatolégica, utilizando as coloracdes
de hematoxilina-eosina e picro-sirius para quantificar a densidade de células
inflamatorias e fibras colagenas, respectivamente. A analise imuno-histoquimica foi
realizada para TGF-$, IL-17, CD31, mastocito-quimase e mastocito-triptase. O outro
fragmento foi utilizado para quantificar a expressdo de IL-13 por imunoensaio
enzimatico (ELISA). Resultados — A densidade de células imunomarcadas para
TGF-B e IL-17 e a densidade de vasos imunomarcados para CD31 foi
significativamente maior no grupo CP quando comparado ao grupo SP. O grupo CP
apresentou maior densidade de leucdcitos, mastdcito-quimase e mastécito-triptase,
embora sem diferenca significativa. Os pacientes do grupo SP apresentaram maior
expressao de IL-13 e maior quantidade de fibras coldgenas quando comparados aos
pacientes do grupo CP, com diferenca significativa. Nenhum dos pacientes
apresentou supuracdo ou necrose. No grupo CP, houve correlacdo positiva e
significativa entre a densidade de mastdcito-triptase e a densidade de vasos
imunomarcados por anti-CD31. Houve também no grupo CP correlacdo positiva e
significativa entre a densidade de mastécito-quimase e a densidade de vasos
imunomarcados por anti-CD31. Houve correlagdo negativa e significativa entre a
densidade de IL-17 e a porcentagem de coladgeno também no grupo CP.
Conclusdes — A maior resposta inflamatéria no grupo CP sugere a participagédo de
mastocitos-triptase e mastocito-quimase na inducdo de alteracbes nas células
endoteliais e maior expressdo de CD31. Essa indugcdo faz com que ocorra maior

exsudacao de leucocitos, 0 que aumentaria outras citocinas como a IL-17, que por



sua vez agravaria o processo inflamatorio e inibiria a atuacdo de IL-13. Com a
reducdo de IL-13 no grupo CP, a acdo pro-fibrética neste grupo também estaria
reduzida. Além disso, o aumento da IL-17 poderia ativar osteoclastos com a
consequente perda de 0sso, 0 que poderia provocar a perda de implantes dentérios.
Dessa forma, com o estudo da influéncia de citocinas na periimplantite, novas
terapias poderiam ser desenvolvidas, contribuindo assim com o0 aumento da

longevidade do implante.

Palavras-chaves: Implantes dentérios. Periimplantitite. Inflamacé&o. Citocinas.



ABSTRACT

The periimplantitis is a lesion surrounding dental implants due to factors such as
excessive mechanical stress, corrosion and aggressive bacteria, which can cause
infection and inflammation, and bone loss around dental implants. Objective — The aim
of this study was to compare the inflammatory response in peri-implant gingival tissue
between the group of patients with peri-implantitis (PP) and group with healthy healthy
peri-implant tissues (HP). Material e Methods — Biopsy was performed of peri-implant
mucosa of 18 patients: nine of PP group and nine of HP group. In each case two
fragments were collected and serial sections were performed for histological and
immunohistochemical analysis. One of the fragments was collected for the
histopathological analysis, with use of hematoxylin-eosin (HE) and picro-sirius to quantify
the density of inflammatory cells and collagen fibers respectively. Immunohistochemical
analysis was performed to TGF-B, IL-17, CD31, mast cell chymase, and mast cell
tryptase. The other fragment was used to quantify the expression of IL-13 by Enzymatic
Immunoabsorbent Assay (ELISA). Results — Immunostained cell density for TGF-B, IL-
17 and CD31 was significantly higher in PP group when compared with HP group. PP
group showed greater density of red cells, leukocytes, mast cells chymase and mast cell
tryptase, however, without significant difference.HP group patients showed higher IL-13
expression and increased amount of collagen fibers when compared with PP group
patients, with significant difference. None of the patients presented suppuration or
necrosis. There was significant positive correlation between the mast cell tryptase
density and density of blood vessels immunostained with anti-CD31 in the PP group.
There was significant positive correlation between the mast cell chymase density and
density of blood vessels immunostained with anti-CD31 in the PP group. There was
significant negative correlation between the density of IL-17 and collagen. Conclusions -
This study demonstrated that in patients with peri-implantitis there was an increase in
TGF-p and IL-17, indicating that these cytokines are directly involved in the inflammatory
process. In addition, it demonstrated that there was an increase in IL-13 in patients with
health peri-implant tissues, which could explain the larger number of collagen fibers in
this group, suggesting that this cytokine has anti-nflammatory action. Thus,
understanding the influence of cytokines in the peri-implantitis installation, new therapies
could be developed in order to inhibit the synthesis of IL-17 and induce synthesis of I1L-13
in peri-implant tissue, contributing to increase the longevity of the implant.

Keywords: Dental implants. Periimplantititis. Inflammation. Cytokines.
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1 INTRODUCAO

1.1 IMPLANTES DENTARIOS E TECIDOS PERIIMPLANTARES

A perda de dentes pode contribuir negativamente na qualidade de vida das
pessoas, principalmente quando afeta o bem-estar e a aparéncia (SAINTRAIN e DE
SOUZA, 2012). A reabilitacdo oral utilizando implantes dentarios € uma técnica com
resultados satisfatorios, indicada para reabilitar espacos decorrentes de auséncias
dentais parciais ou totais (SANCHEZ-GARCES; GAY-ESCODA, 2004). Quando
corretamente indicados e realizados, os implantes dentarios proporcionam bom
prognéstico, permitindo uma melhoria das funcées mastigatérias e fonéticas além de
promover melhor estética quando comparado as proteses convencionais (SALLUM
et al., 2008).

Os implantes séo constituidos por um parafuso metalico e um pilar, e sobre
eles confeccionada uma coroa protética analoga a coroa dentaria (PETKOVIC-
CURCIN et al., 2011). Em conjunto, os componentes parafuso e pilar representam
uma analogia da raiz dentaria (PETKOVIC-CURCIN et al., 2011) (Figura 1).

Figura 1 — Esquema de um implante dentario osseointegrado e sua analogia com o

dente natural.

Fonte: http://www.renaissance.odo.br/procedimentos-em-implantes-dentarios
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Por sua biocompatibilidade, o titanio é o material de escolha para o parafuso
nos implantes dentérios, fornecendo uma superficie para cicatrizacdo celular e
epitelial, processo que ocorre geralmente entre 3 e 4 meses na mandibula e entre 5
e 6 meses na maxila (LINDHE et al., 2010). J4 para os pilares dos implantes os
materiais mais adequados s&o o titanio e a zircbnia, por possuirem superficie mais
lisa e assim o potencial de colonizacdo por bactérias € menor (HAUSER-
GERSPACH et al., 2011).

O sucesso dos implantes esta diretamente relacionado a obtencdo e
estabilidade da osseointegracao, definida como a unido estrutural e funcional direta
entre 0sso organizado e a superficie de um implante com carga (CARRANZA, 1997).

O tecido 0sseo é um tecido mineralizado e dindmico continuamente
remodelado por reabsorcdo e formacdo 6ssea (GARTNER e HIATT, 2003). As
células responsaveis pela formacdo, destruicdo e remodelacdo Ossea sao,
respectivamente, 0s osteoblastos, os osteoclastos e os ostedcitos. Os osteoblastos
provenientes de células osteoprogenitoras encarregam-se da sintese dos compostos
organicos da matriz 6ssea, inclusive do colageno, das proteoglicanas e
glicoproteinas. Os ostedcitos sao células dsseas maduras, derivadas dos
osteoblastos, que residem em lacunas dentro da matriz, e secretam substancias
necessarias para a manutencao do 0sso. Os osteoclastos sdo células derivadas de
progenitores granuldcitos macréfagos e desempenham papel na reabsorcdo 6ssea
(GARTNER e HIATT, 2003).

Para que um implante possa ser considerado bem sucedido, alguns critérios
devem ser observados e incluem: imobilidade individual do implante quando testado
clinicamente, auséncia de evidéncia radiografica de radioluscéncia periiimplantar,
auséncia de inflamacéo gengival ou mucosite peri-implantar, auséncia de sinais de
infecgao e dor, auséncia de danos ao dente adjacente e sobrevida funcional de 90%
apos cinco anos e de 85% apos 10 anos de instalagédo (MISCH et al., 2008).

Além da osseointegracéo, o selamento bioldgico proporcionado pela mucosa
periimplantar ao redor dos implantes € de fundamental importancia para a saude
perimplantar (YEUNG, 2008). O selamento biologico representa barreira contra
penetracdo de patdgenos quimicos e substancias bacterianas (YEUNG, 2008).

A mucosa periimplantar apresenta duas faces, uma externa e uma interna. A
face externa esta voltada para a cavidade oral e é revestida por epitélio estratificado

pavimentoso queratinizado, e a face interna é revestida por epitélio estratificado nao
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queratinizado que constitui a juncao implante-epitélio (LINDHE et al., 2010). Apesar
da mucosa periimplantar apresentar semelhangcas com a mucosa periodontal,
estudos tem sugerido que o selamento biolégico é menor no periimplante quando
comparado ao dente natural (ATSUTA et al., 2005). Isto pode ocorrer devido as
diferencas observadas no periimplante, como a auséncia de cemento e ligamento
periodontal na regido periimplantar, e a orientacdo das fibras colagenas no tecido
mole periimplantar, as quais se encontram paralelas ou obliquas ao implante, ndo
estando inseridas a superficie do implante como ocorre no dente natural, onde as
fibras colagenas se inserem ao cemento de forma perpendicular (TETE et al., 2009)
(Figura 2). Essas diferencas tornam o selamento bioldgico no periimplante uma
barreira menos eficiente em comparacdo com o selamento apresentado pelo

periodonto.

Figura 2 — Esquema mostrando as diferencas entre tecido periodontal (A) e tecido

periimplantar (B).

T

A. (E) esmalte; (D) dentina; (C) cemento; (EG) epitélio gengival; (EJ) epitélio juncional; (TC) tecido
conjuntivo; (OA) osso alveolar; F — fibroblasto; M — medula; IP — implante. B. (IT) intermediario; (IP)
implante; (EJI) epitélio juncional implantar.

Fonte: CONSOLARO et al., 2010.

A margem entre o limite periimplantar e o limite da prétese representa a
porta de entrada para bactérias e suas toxinas (COSYN et al., 2011). Quando o
biofilme se acumula na superficie do implante, o tecido conjuntivo subepitelial é
infiltrado por grande numero de células inflamatérias e o epitélio torna-se ulcerado,
ocorrendo perda de aderéncia e quebra do selamento bioldgico local com inicio de

processo inflamatério decorrente do desequilibrio entre a agressdo do
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microrganismo e a defesa do hospedeiro (REZENDE et al., 2005). Quando o biofilme
continua a migrar em direcao apical, aparecem os sinais clinicos e radiogréficos de
destruicdo do tecido, principalmente por degradacdo de colageno e reabsorcao
0ssea, devido a presenca de enzimas proteoliticas e células osteoclasticas, eventos
biolégicos necessérios para a migracdo das células de defesa ao local da leséo
(SALLUM et al., 2008). Essa resposta € semelhante ao que ocorre em dentes
naturais, entretanto o tamanho da lesdo inflamatoria de tecido mole e a perda 6ssea
resultante sdo maiores ao redor dos implantes do que em volta dos dentes, o que
acaba por gerar implicacdes mais sérias do que a inflamacdo marginal nos dentes
naturais (LINDHE et al., 2010).

Assim, um implante bem sucedido ocorre quando se obtem a
osseointegracdo e quando se estabelece um eficiente selamento biolégico da
mucosa periimplantar (CARRANZA, 1997). Falhas na osseointegracdo ou no
selamento biolégico podem levar a perda de implantes nas fases iniciais (fase de
cicatrizacdo) bem como nas fases finais, isto é, ap0s a osseointegracéo e colocacéo
da protese (LISKMANN et al., 2006). Nas fases finais a perda de implantes
geralmente ocorre devido a reacao inflamatoria nos tecidos moles e tecido 6sseo ao
redor dos implantes (SANCHEZ-GARCES; GAY-ESCODA, 2004; DUARTE et al.,
2009; HEASMAN et al., 2010).

A reacdo inflamatéria nos tecidos moles, denominada mucosite
periimplantar, € a principal complicacdo registrada na literatura e estd associada
frequentemente com a dificuldade de realizacdo de correta higiene oral (REAL-
OSUNA et al., 2012). Esta condigcédo afeta mais de 60% dos pacientes portadores de
implantes dentarios e, embora seja mais prevalente, a mucosite periimplantar € mais
facilmente controlada que a periimplantite, a qual € responsavel pelas maiores
causas de taxas de insucesso e o principal determinante das perdas dos implantes
(OPPERMANN et al., 2008). A mucosite periimplantar afeta apenas a mucosa e tem
carater reversivel, jA a periimplantite apresenta carater irreversivel, sendo
caracterizada por reabsor¢cdo Ossea além da inflamacdo na mucosa. Estudos
relatam que a prevaléncia da periimplantite varia entre 0% e 14,4% (BERGLUND et
al.,, 2002), entretanto estudos mais recentes relatam que a possibilidade dos
pacientes com implantes dentarios apresentarem periimplantite, de cinco a dez anos
apos a instalagédo do implante, varia de 16% a 28% (FRANSSON et al., 2010).
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1.2 PERIIMPLANTITE

A periimplantite € definida como uma lesao inflamatoéria crénica de etiologia
bacteriana caracterizada por inflamacdo da mucosa e perda de suporte 0sseo
(CHARALAMPAKIS et al., 2012).

Apesar da perda 0ssea ao redor dos implantes osseointegrados também
poder ser atribuida a fatores mecéanicos, como distribuicéo incorreta dos implantes e
da carga sobre os mesmos, comprimento do cantilever, tipo de proteses ou até
mesmo fraturas dos componentes protéticos, a infec¢do bacteriana manifestada na
periimplantite € uma das principais causas da perda 6ssea periimplantar, podendo
levar ao comprometimento total da osseointegracdo e consequiente perda do
implante (CHARALAMPAKIS et al., 2012).

Na periimplantite, assim como na periodontite, ha presenca de um biofilme
rico em bactérias gram-negativas, especialmente Porphyromonas gingivalis,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Prevotella intermédia, Treponema
denticola e Tannerella forsythenses (SHIBLI et al., 2008). O desequilibrio entre a
presenca de microrganismos e a resposta do hospedeiro faz com que se instalem
tanto as lesbes periodontais quanto as lesdes periimplantares (ZITZMANN;
BERGLUNDH, 2008).

Clinicamente, a periimplantite é caracterizada pela formacdo de bolsa
periimplantar com profundidade acima de 3mm, além de sangramento a sondagem
e/ou supuracdo. Radiograficamente, a periimplantite €é diagnosticada pela
visualizacdo de perda 6ssea ao redor do implante, representada por radioluscéncia
perimplantar devido & perda de suporte 6sseo (SANCHEZ-GARCES; GAY-
ESCODA, 2004; HEITZ-MAYFIELD, 2008).

Além da microbiota dominante, outra semelhanca das lesdes periimplantares
com as periodontais € a presenca mais frequente de células T, o que sugere que a
resposta imune local também é regulada por estas células (BULLON et al., 2004).
Este fato marca o processo de defesa periimplantar como uma resposta imunolégica
mediada por células, com caracteristicas identificadoras do antigeno, estimuladora
da producéo e liberacdo de citocinas, que resultam na inibicdo ou até destruicdo do
antigeno; acdes estas responsaveis pelo processo inflamatorio e lesbes teciduais
(SALLUM et al., 2008; ABBAS et al., 2008).
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1.3 CITOCINAS E PERIIMPLANTITE

As citocinas sdo moléculas proteicas que enviam sinais estimulatorios,
modulatérios ou mesmo inibitérios para as diferentes células do sistema imunoldgico
(ABBAS et al., 2008). A leséo cirurgica, em decorréncia da inser¢cdo do implante,
desencadeia resposta inflamatéria aguda, na qual inUmeras citocinas e fatores de
crescimento servem de mediadores, que podem promover regeneracao ou reparo.

No entanto, com a infeccdo periimplantar ocorre perpetuacdo da resposta
inflamatdria com producgdo acentuada de citocinas e quimiocinas pelos macrofagos
ativados, principalmente do fator de necrose tumoral-a. (TNF-a) e interleucina-1 (IL-
1), além de mediadores inflamatoérios liberados principalmente por mastécitos
durante a fase inicial da inflamacdo. Essa ativagdo provoca alteracées nos vasos
sanguineos locais, como aumento do didametro vascular, ativacdo das células
endoteliais com expressdo de moléculas de adesdo celular e aumento da
permeabilidade vascular, causando o edema e a saida de proteinas plasméticas que
auxiliam na defesa do hospedeiro (MURPHY et al., 2010).

Durante a resposta inflamatéria, a inducdo de moléculas de adesdo nas
células endoteliais recruta grande numero de leucdcitos circulantes para o local da
infeccdo. A migracao dos leucdcitos para fora dos vasos ocorre devido a expressao
de moléculas de adeséo leucocitarias como selectinas e integrinas e de moléculas
de adesdo endoteliais como ICAM e PECAM, também conhecida como CD31.
Sendo assim, a expressdo de CD31 nas células endotelias pode ser utilizada para
determinar a densidade de vasos sanguineos e angiogénese (YAMANAKA et al.,
2012). As alteracdes induzidas na parede dos vasos sanguineos, além de
recrutarem neutrofilos e macrofagos, também permitem que linfécitos T efetores
recém-ativados entrem no tecido infectado (MURPHY et al. 2010).

Outra forma de inducéo da resposta inflamatéria € por meio da ativacéo da
cascata do sistema complemento (AMIN, 2012). O predominio de uma microbiota
anaerGbia gram-negativa no tecido periimplantar favorece a producdo de
endotoxinas e lipopolissacarideos, que ativam o sistema complemento pela via
alternativa, produzindo peptideos quimiotaticos como o C5a (MARTON et al., 1998).
O peptideo C5a além de aumentar a permeabilidade vascular e induzir a expressao
de algumas moléculas de adesdo, atua como um potente quimioatraente de

neutréfilos e mondcitos e também ativa fagécitos e mastdcitos locais, 0os quais, por
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sua vez, sao estimulados e liberam granulos contendo histamina e citocina TNF-a
(MURPHY et al., 2010). Além da histamina e TNF-a, 0s mastocitos ativados podem
sintetizar fator transformador de crescimento beta (TGF-B) e vérias citocinas pro-
inflamatdrias como IL-1, IL-3 e IFN-y (CHATTERJEE et al., 2008). Além disso, essas
células sdo uma rica fonte de enzimas proteoliticas como triptase e quimase, as
quais podem ativar as metaloproteinases, que por sua vez degradam as proteinas
da matriz tecidual, causando destruicdo dos tecidos. Dessa forma, os mastocitos
atuam exercendo funcao pré-inflamatéria (AMIN, 2012).

Essa capacidade de degranulacdo e de producédo de diversas substancias
faz com que os mastocitos participem dos eventos associados a inflamacado, a
reabsorcdo éssea e a interacao com outras células do sistema imune (NETTO et al.,
2012). A respeito das interagBes entre mastocitos e células T, verifica-se que 0s
mastécitos podem secretar citocinas, influenciando na diferenciacdo das células T
nas respostas tipo Thl e Th2, sendo capazes de modular a proliferacdo e a
producédo de citocinas nas respostas de células T CD8 (RODINI et al., 2004).

A diferenciacdo das células T CD4 virgens nas distintas populacdes de
células T efetoras CD4 — Thl, Th2, Thl7 e T reguladoras (Treg) — ocorre durante a
progressdo de uma infeccdo e depende dos efeitos da infeccdo nas células
apresentadoras de antigeno (STOCKINGER; VELDHOEN, 2007).

As células Thl e Th2 sdo as células T CD4 efetoras mais estudadas durante
a resposta imune, com cada subconjunto caracterizado através da transcricdo
distinta do fator de ativac&o e citocinas secretadoras de fenotipo. A resposta imune a
infeccdo € regulada pelo equilibrio entre citocinas pré e antiinflamatérias (CHAPLIN,
2006; MEDZHITOV, 2007).

As células Thl secretam as citocinas IL-1B, IL-2, IL-12, TNF-o. e IFN-y,
possuindo um papel pré-inflamatério com resposta imune mediada por células contra
bactérias intracelulares, virus e células tumorais, através da ativacdo de macrofagos
e células T citotoxicas (MOSMANN; COFFMAN, 1989).

Ja as células Th2 secretam principalmente IL-4, IL-5 e IL-13, que estimulam
a resposta imune humoral e induzem aumento na resisténcia contra o0s
microorganismos extracelulares, apresentando assim acdo antiinflamatoria
(MOSMANN; COFFMAN, 1989; KUMAR, et al., 2011). A IL-13 inibe a atividade

guimiotatica e fagocitaria de monadcitos/macrofagos, reduz expressao de citocinas
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pro-inflamatdrias e quimiocinas, atuando assim na diminuicdo da resposta
inflamatéria (ZURAWKI; VRIES, 1994). Na reparacdo tecidual, a IL-13 promove
fibrose ao estimular fibroblastos e macrofagos a sintetizarem colageno. Essa fibrose
relacionada ao aumento de IL-13 parece ser importante na patogénese de
desordens fibréticas (FUSCHIOTTI, 2011). Estudos que analisam a relacdo de IL-13
na patogénese da periodontite sdo escassos e nada se sabe até agora sobre os
mecanismos desta citocina nessa doenca (GONZALLES et al., 2011). Até o
momento ndo existem relatos desta citocina na periimplantite.

Apesar das ceélulas Thl e Th2 serem as mais estudadas, a primeira
subpopulacdo de células T efetoras a ser gerada em resposta a infeccdo é
frequentemente as células Th17 (MURPHY et al., 2010). As células Th17 deixam o
linfonodo e migram para pontos infecciosos distantes, onde sdo estimuladas a
sintetizarem e a liberarem citocinas, que incluem varios membros da familia IL-17. A
IL-17 induz estas células a secretarem vérias citocinas, incluindo a IL-6 e
guimiocinas como a IL-8. Assim, uma importante acdo da IL-17 nos locais de
infeccdo € induzir células locais a secretarem citocinas e quimiocinas que atraem
neutréfilos e assim amplificar a resposta inflamatéria pelo sistema imune inato nos
locais recém-infectados (MURPHY et al., 2010).

A IL-17 desenvolve importante papel na iniciagdo ou manutencdo da
resposta proé-inflamatoéria induzindo reabsorcéo osteoclastica. Atua em osteoblastos
induzindo a sintese de COX-2 mediada por PGE2 e a expressdo de RANKL que
induz a diferenciacdo de osteoclastos progenitores em osteoclastos maduros pela
ligacdo ao receptor para RANKL presente no osteoclasto progenitor (KOTAKE et al.,
1999). A IL-17 é sintetizada a partir da inducao de IL-6 juntamente com o TGF-$
(MURPHY et al., 2010).

O TGF-pB pode atuar tanto na destruicdo quanto na cicatrizacao (FAVA et al.,
1991). A presenca de TGF-B em sitios com infecgdo e inflamagao pode levar ao
recrutamento, a aderéncia e a atividade dos leucdcitos, demonstrando apresentar
propriedades pro-inflamatorias, com quimiotaxia para neutrofilos, mondcitos e
linfécitos (LIN et al.,, 2000; SUAREZ et al., 2004). O TGF-B é um peptideo
multifuncional envolvido no desenvolvimento embriolégico, cicatrizagdo de feridas,
progressdo de tumores, inflamacao e regulagédo imune (SKALERIC et al., 1997). Sua
principal fonte sédo as plaquetas, mas 0os mondocitos/macrofagos, células endoteliais e

fibroblastos também liberam este fator de crescimento (BUDUNELI et al., 2001). O
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TGF-f € uma citocina bem conhecida por seus efeitos potenciais no reparo,
regeneracao e na regulacdo de metaloproteinases de matriz, as quais mediam o
colapso do tecido conjuntivo. Ele inibe a liberacdo de procolagenase e suprime a
producéo de colagenase por fibroblastos e macrofagos (PAGE, 1991; ALPAGOT et
al., 2008). Além disso, ativa diretamente a expressao génica para a sintese de
componentes da matriz extracelular, incluindo as proteinas colagenas (BUDUNELI et
al., 2001).

Sabendo do aumento crescente da instalacdo de implantes dentarios nas
Gltimas décadas e que a periimplantite € uma doenca inflamatoria, se fazem
necessarios novos estudos para melhor compreensédo da patogénese do processo
inflamatério com a finalidade de contribuir para novas terapias que irdo prevenir a

perda precoce do implante.
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2 HIPOTESE

Por ser a periimplantite uma doenca inflamatoria, levantamos a hipotese de
que nos pacientes com periimplantite exista aumento de células inflamatérias e de
citocinas pro-inflamatorias, bem como de vasos sanguineos. Por outro lado, por ser
a periimplantite uma doenca que cursa com a destruicdo do tecido periimplantar,
levantamos a hipotese de que nos pacientes com periimplantite exista reducdo de

citocinas anti-inflamatdrias e de fibras colagenas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Comparar a resposta inflamatoria na mucosa periimplantar entre pacientes

com periimplantite e sem periimplantite.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Ao comparar a mucosa periimplantar de pacientes com e sem periimplantite,

tivemos como objetivos avaliar:

¢ Intensidade de hemorragia.

e Densidade de leucdcitos exsudados.

e Presenca de necrose.

¢ Densidade de mastdcitos-quimase e de mastdcitos-triptase.

¢ Densidade de leucocitos imunomarcados por anti-IL-17 e anti-TGF-.
¢ Niveis da citocina IL-13.

e Densidade de vasos imunomarcados por anti-CD31.

e Porcentagem de colageno.



MATERIAL E METODOS
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 SELECAO DOS PACIENTES

O presente estudo transversal foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Humanos da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (CEP/UFTM),
Uberaba/MG, Brasil, sob o n°. 1657 (ANEXO A). Os pacientes foram selecionados
durante consulta de acompanhamento dos implantes, no periodo de julho de 2010 a
julho de 2011, em clinica odontoldgica da rede privada na cidade de Uberaba, Minas
Gerais, Brasil. Foram obtidas informacdes médicas e odontologicas dos pacientes
gue concordaram participar do estudo e que atenderam aos critérios de
inclusdo/exclusdo (APENDICE A). Os dados demogréficos como a idade, o género e
a etnia foram avaliados para obter uma distribuichio homogénea entre os grupos
(Tabela 1). Todos os pacientes elegiveis foram informados da natureza do estudo,
0S potenciais riscos e beneficios de sua participacdo no estudo e assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido (APENDICE B). Foram utilizados 18 implantes
de 18 pacientes, sendo nove incluidos no grupo com periimplantite (CP) e nove
incluidos no grupo sem periimplantite (SP).

Todos os pacientes deveriam possuir pelo menos um implante na cavidade
oral, em funcdo ha mais de seis meses. Para serem incluidos no grupo CP, os
pacientes deveriam apresentar, em pelo menos um sitio do implante, sangramento
marginal e profundidade de sondagem superior a 3mm, além de perda éssea
identificada radiograficamente. Ja no grupo SP a profundidade de sondagem deveria
estar entre 0 e 3mm, sem a presenc¢a de sangramento marginal, supuragdo ou perda
O0ssea. Apenas um implante de cada paciente foi incluido no estudo e, caso
possuisse mais de um implante, aquele com maior grau de doenca foi utilizado para
a realizacdo de bidpsia. Nos casos onde todos os implantes eram saudaveis foi
selecionado aquele mais proximo a linha média.

Os critérios de exclusdo para a selecdo dos pacientes foram os seguintes:
realizacdo de terapia periodontal ou periimplantar anterior, presenca de doencas
sistémicas relevantes, uso de antibidticos ou anti-inflamatoérios nos ultimos seis
meses, fumantes, gestantes, lactantes, implantes com mobilidade ou supuracao e

agueles pacientes que ndo concordaram assinar o termo de consentimento.
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Os seguintes parametros foram avaliados em seis sitios de cada implante
(mésio-vestibular, vestibular, disto-vestibular, mésio-lingual, lingual, disto-lingual)
(MENDONCA et al., 2009) (Figura 3), utilizando uma sonda periodontal milimetrada
PCPUNC-15BR (Hu-Friedy, Sao Paulo, Brasil) (Figura 4): (a) sangramento marginal
— a presenca ou auséncia de sangramento foi registrada pela passagem da sonda
periodontal ao longo da margem do tecido mole; (b) supuragcdo — presenca ou
auséncia de supuracao espontanea ou a sondagem; (c) profundidade de sondagem
— distancia, em milimetros, entre a margem da mucosa até o fundo da sulco ou bolsa

periimplantar.

Figura 3 — Exame clinico periimplantar na regido do segundo pré-molar inferior

esquerdo em paciente com periimplantite.

Fonte: Acervo pessoal.

Figura 4 — Sonda periodontal utilizada para sondagem periimplantar.

Fonte: Acervo pessoal

Logo apo6s o exame clinico, foram obtidas radiografias intraorais periapicais
para cada implante utilizando a técnica do paralelismo com posicionador radiogréafico

com o objetivo de avaliar a perda 6ssea periimplantar (Figura 5).
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Figura 5 — Exame radiografico periapical na regido de pré-molares inferiores
esquerdos em paciente com periimplantite evidenciando exposi¢cdo das roscas do

implante.

Fonte: Acervo pessoal.

Foi considerada como perda Ossea periimplantar quando o implante
apresentou exposi¢cao de mais de duas roscas.
O exame clinico e as tomadas radiograficas foram realizados pelo mesmo

examinador (MLRM), devidamente treinado e calibrado.

4.2 COLETA DOS FRAGMENTOS

Para a coleta dos fragmentos de gengiva, os pacientes foram submetidos a
antissepsia extra-oral com solucédo de digluconato de clorexidina a 2% e intra-oral
com bochecho de solugéo de digluconato de clorexidina a 0,12%. Posteriormente foi
realizado bloqueio anestésico local e recolhido um fragmento de gengiva marginal.
No grupo CP os fragmentos foram removidos do sitio com maior profundidade de
sondagem e no grupo SP os fragmentos foram removidos da regido lingual. Cada
fragmento possuia dimensdes aproximadas de 4x4mm (GUALINI; BERGLUND,
2003), sendo subdividido em duas partes, uma delas destinada para analise
histopatoldgica e a outra para analise através de ensaio imunoenziméatico (ELISA).
(Figura 6).

O fragmento destinado a analise histopatologica foi imediatamente fixado em
formaldeido 3,7%. O fragmento destinado ao ELISA foi colocado em tubo tipo

eppendorf contendo 400ul de solucdo salina tamponada (PBS) com inibidor de
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protease — Phenylmethanesulfonyl-fluoride — PMSF (Sigma-Aldrich, Missouri, USA),
macerado sob refrigeracdo em homogeneizador de tecidos (IKA, Apeldoorn,
Holanda) e armazenado em congelador a —70°C até que todas as coletas fossem

realizadas para entéo proceder o ensaio enzimatico.

Figura 6 — Paciente com diagnéstico de periimplantite (A) e coleta do fragmento na

regido do primeiro pré-molar inferior esquerdo (B).
- - :

Fonte: Acervo pessoal.

4.3 ANALISE MORFOLOGICA MICROSCOPICA

As amostras fixadas em formaldeido 3,7% por 24 horas foram desidratadas,
incluidas em parafina e processadas para andlise histopatologica. Cortes sagitais
seriados de seis micrébmetros foram montados em lamina histologica e coradas com
hematoxilina e eosina (HE) ou com picro-sirius.

As laminas coradas com HE foram utilizadas para identificar processos
patolégicos como hemorragia, inflamagdo e necrose. A andlise das laminas foi
realizada utilizando-se microscopio de luz (BIOVAL, Valéncia, Espanha) e objetiva
de 100x. Em cada caso foram analisados todos os campos de tecido epitelial e de
tecido conjuntivo. Para a analise de inflamacéo foi avaliada a presenca de leucdcitos
exsudados em todos os campos do corte histologico (Figura 7A). A area de cada
campo, em micrémetros quadrados, foi calculada com o auxilio de uma ocular
micrometrada, e a densidade de leucdcitos exsudados foi expressa em numero de
leucécitos exsudados por milimetro quadrado. Para avaliacdo de hemorragia, os

casos foram classificados como ausente (quando ndo havia hemacias fora do leito
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vascular), discreta (menos de cinco campos com hemécias fora do leito vascular),
moderada (entre cinco e dez campos com hemacias fora dos vasos sanguineos) e
acentuadagrave (acima de dez campos com heméacias fora dos vasos sanguineos),
sendo os resultados expressos em porcentagem (Figura 7B). Para identificar
necrose observamos se houve perda da arquitetura tecidual, acidofilia citoplasmatica

e alteracdes nucleares, como pichose, cariorrexe ou cariblise.

Figura 7 — Cortes histoldégicos da mucosa periimplantar de paciente do grupo CP,

corados por HE.
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A. Leucécitos exsudados no tecido conjuntivo (HE, 1600x). B. Hemacias fora do leito vascular (HE,
1600x).

4.4 ANALISE MORFOMETRICA DE FIBRAS COLAGENAS

Para a quantificacdo morfométrica da fibrose foi utilizado um sistema de
analise de imagem, constituido por um microscopio (Zeiss, Berlim, Alemanha), com
camera de captura de imagem AxioCam (Zeiss, Berlim, Alemanha) e um computador
com o software Axiovision (KontronEletronik, Berlim, Alemanha). Para a avaliagcéo
morfométrica de fibras colagenas, as laminas foram coradas com picro-sirius e
polarizadas com filtro de luz. A imagem final foi aumentada 1.600x, com a imagem
exibida no monitor do computador. A imagem polarizada das fibras colagenas
mostrou birrefringéncia (Figura 8), sendo a porcentagem de colageno quantificada
automaticamente em cada campo. Foram avaliados todos os campos do tecido
conjuntivo em cada caso. A densidade foi expressa em porcentagem de colageno

por area.
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Figura 8 — Corte histologico de mucosa periimplantar de paciente do grupo SP,

corado por picro-sirius, onde séo observadas fibras colagenas com birrefringéncia.

BV

Picro-sirius, 1600x

4.5 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

Os cortes histolégicos foram montados em laminas pré-tratadas com 3-
aminopropyltriethoxy-silane (Sigma Aldrich, St. Louis, MO., EUA) e utilizados para
analise imuno-histoquimica de TGF-B, IL-17, CD31, mastécitos-quimase e
mastocitos-triptase.

Para as reacfes imuno-histoquimicas, apos desparafinizacédo e reidratacao,
os cortes histologicos foram lavados com PBS 0,01 M, pH 7,2, durante cinco minutos
a temperatura ambiente. A etapa seguinte foi a recuperacao antigénica com calor
Uumido. As laminas foram encubadas com PBS (TGF-f) e &cido citrico (IL-17, CD31,
mastocito-quimase e mastdcito-triptase) durante 30 minutos. Para o bloqueio de
ligacdes inespecificas foi utilizado o PBS-BSA (Bovine Serum Albumin) 2% durante
30 minutos, a temperatura ambiente.

Os anticorpos foram diluidos em BSA nas seguintes concentracfes: anti-
TGF-B, 1:20 (R&D, Minnesota, EUA); anti-IL-17, 1:20 (R&D, Minnesota, EUA); anti-
CD31, 1:50 (R&D, Minnesota, EUA); anti-quimase, 1:2.000 (Dako, Carpinteria, EUA);
anti-triptase, 1:200 (Dako, Carpinteria, EUA). Em seguida, os cortes foram incubados
com anticorpo primario diluido por 18 horas (overnight) a 4° C.

No dia seguinte, os cortes foram lavados duas vezes com PBS e Tween20
0,05%. Os cortes foram tratados com metanol e peroxido de hidrogénio (H,0,) a 3%
durante 15 minutos para bloquear a peroxidase enddgena dos tecidos. Para a



© 00 N oo o b~ W N e

N RN NN N DN P B PR R R R R R
g A W N P O © 0 N OO O b WO N -, O

38

imunomarcagdo com anti-quimase e anti-triptase o bloqueio da peroxidase
enddgena foi realizado antes da incubacdo do anticorpo primario. Para a deteccéo
dos anticorpos foi utilizada a técnica de Avidina-Biotina conjugada com peroxidase
(ABC) utilizando-se o Kit Lsab-plus (DAKO, Carpinteria, EUA). O complexo foi
incubado por 30 minutos, a temperatura ambiente.

A reacgdo imuno-histoguimica de cada anticorpo foi visualizada utilizando
solucdo cromogena de diaminobenzidina — DAB (Sigma Chemical CO, Missouri,
USA) e H,0,, a qual foi aplicada e incubada durante sete minutos a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. Em seguida, os cortes foram lavados em &gua
destilada, contracorados com hematoxilina de Harris e as laminas montadas com
Entellan (Merck, Darmstadt, Germany). Os controles negativos foram obtidos por
omissao dos anticorpos primarios.

Para a quantificacdo de células imunomarcadas por anti- TGF-B, anti-
guimase, anti-triptase, anti-IL-17 e de vasos imunomarcados por anti-CD31 foi
utilizado um microscoépio de luz comum (Nova Optical Systems, Utah, USA), com
objetiva de 40x. As células imunomarcadas por anti-TGF-p (Figura 9A), anti-quimase
(Figura 9B), anti-triptase (Figura 9C), anti-IL-17 (Figura 9D) e o0s vasos
imunomarcados por anti-CD31 (Figura 9E) foram avaliados em todos os campos
com tecido conjuntivo. A area de cada campo, em micrbmetros quadrados, foi
calculada com o auxilio de uma ocular micrometrada. Para TGF-B, mastocito-
guimase, mastocito-triptase e IL-17, a densidade foi expressa em namero de células
por milimetro quadrado. Para CD31 a densidade foi expressa em numero de vasos

imunomarcados por milimetro quadrado.
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Figura 9 — Reagdo imuno-histoquimica nos cortes histologicos da mucosa
periimplantar de pacientes do grupo CP.
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A. Leucdcitos imunomarcados por anti-
TGF-B (imuno-histoquimica, 2000x). B.
Mastécitos  imunomarcados por  anti-
quimase (imuno-histoquimica, 1600x). C.
Mastécitos imunomarcados por anti-triptase
(imuno-histoquimica, 1600x). D. Leucdcitos
imunomarcados por anti-IL17  (imuno-
histoquimica, 1600x). E. Vasos sanguineos
imunomarcados por anti-CD31 (imuno-
histoquimica, 1600x).

4.6 ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA)

O fragmento destinado para ELISA foi macerado em homogeneizador de
tecidos (IKA, Apeldoorn, Holanda) e armazenado em tubo eppendorf contendo 400yl
de PBS e inibidor de protease PMSF e congelado a — 70° C.
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Aliquotas de cada amostra foram analisadas por ELISA para determinacdo
dos niveis de IL-13, de acordo com as recomendacdes do fabricante (eBioscience,
Viena, Austria). Sobre a placa pré-tratada com anticorpo foi adicionado 100ul da
solucdo padrédo e nos demais pocos, foram adicionados 100ul da amostra diluida em
assay buffer (1:2) de acordo com as recomendacdes do fabricante. Todos 0s po¢os
receberam 50ul do conjugado. Em seguida, a placa foi incubada por duas horas a
temperatura ambiente. Apos esse periodo a placa foi lavada por mais trés vezes
com a solucdo de lavagem. Posteriormente, foram colocados nos pocos da placa,
100yl de Streptavidin diluida na concentracédo de trabalho. Subsequentemente essa
solucéo foi incubada por 15 minutos a temperatura ambiente e a placa foi lavada por
trés vezes com a solugédo de lavagem. Foram entdo adicionados 100ul da solugéo
de substrato nas proporcées de 1:1 de H,O, e Tetramethylbenzidine e realizada
incubacdo por 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida foram adicionados
50ul da solugdo de parada (H,SO, 2N) e realizada a leitura das placas em um
espectrofotdbmetro de microplacas automético (Microplate Reader/Model 3550, Bio
Rad). A andlise dos resultados do ELISA foi realizada as cegas.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados com o auxilio do software estatistico GraphPad
Prism 5 (GraphPad, San Diego, California, USA), e o teste de Kolmogorov-Smirnov
foi utilizado para a avaliagdo da normalidade. Para comparacao entre os dois grupos
de variaveis com distribuicdo normal foi utilizado o teste t Student. A comparacéo
entre os dois grupos com distribuicdo ndo-normal foi realizada através do teste Mann
Whitney. Para variaveis qualitativas (masculino/feminino; caucasiano/ndo
caucasiano) foi utilizado o teste exato de Fisher. Para as correlagdes foi utilizado o
software BioEstat 5.0 (Sociedade Civil Mamiraua, CNPq, Brasil) e realizados os
testes Pearson e Spearman, para distribuicbes normal e n&o-normal

respectivamente. O nivel de significancia assumido foi de 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

Foram selecionados 18 implantes de 18 pacientes desdentados parciais,
sendo nove pacientes com periimplantite (CP) e nove sem periimplantite (SP). Os
dados demograficos dos grupos CP e SP foram: Caucasiano (7 versus 7) e nao-
Caucasiano (2 versus 2), género masculino (4 versus 4) e do género feminino (5
versus 5). A média e desvio padréao de idade foi de 64,00 + 2,85 anos no grupo CP e
58,33 + 3,02 anos no grupo SP. Nao houve diferenca estatisticamente significativa
em relacdo a etnia, ao género e a idade entre os pacientes dos grupos CP e SP,
demostrando distribuigdo homogénea entre os dois grupos (Tabela 1).

N&o houve sangramento marginal no grupo SP. No grupo CP houve
sangramento marginal em todos os locais avaliados. O grupo CP apresentou maior
média de profundidade de sondagem em comparacao ao grupo SP, respectivamente
4,83mm versus 1,61mm (p<0,0001). Nenhum dos grupos apresentou supuragcao ou
mobilidade (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracteristicas demogréficas e dados clinicos de pacientes do grupo com

periimplantite (CP) e do grupo sem periimplantite (SP).

CP (n=9) SP (n = 9)
Etnia® (C:NC) 7:2 7:2
Geénero® (M:F) 4:5 4:5
Idade® (anos, média + SD ) 64,00 + 2,85 58,33+ 3,02
Sangramento marginal 9 0
Supuragao 0 0
Profundidade de sondagem (mm)? 4,83 + 0,09* 1,61 +0,11*

C: Caucasiano; NC: Nao-Caucasiano; M: Masculino; F: Feminino; SD: desvio padrdo
% teste exato de Fisher p = 0,42.

®  teste exato de Fisher p = 1,00.

°  Teste “t” Student p = 0,19.

¢ Teste Mann Whitney p < 0,001.

* Indica diferenga significativa.
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Nos grupos CP e SP a hemorragia foi respectivamente: ausente (0% versus
0%), discreta (11% versus 67%), moderada (33% versus 33%), acentuada (56%
versus 0%).

O grupo CP apresentou maior densidade de leucdcitos exsudados quando
comparado ao grupo SP, embora sem diferenca significativa (p>0,05) (Figura 10).

Figura 10 — Densidade de leucdcitos exsudados nos grupos CP e SP.
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Teste t Student; p = 0,22. Os valores foram expressos em n° de leucdcitos por campo (n°/mm2)
O grupo CP apresentou maior densidade de mastécito-quimase quando
comparado ao grupo SP, embora sem diferenca significativa (p>0,05) (Figura 11).

Figura 11 — Densidade de mastdcitos imunomarcados por anti-quimase nos grupos
CP e SP.
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Teste t Student; p = 0,81. Os valores foram expressos em n°/mm?.
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O grupo CP apresentou maior densidade de mastocito-triptase quando
comparado ao grupo SP, embora sem diferenca significativa (p>0,05) (Figura 12).

Figura 12 — Densidade de mastécitos imunomarcados por anti-triptase nos grupos

CP e SP.
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Teste t Student; p = 0,14. Os valores foram expressos em n°/mm?.

No grupo CP foi observado maior densidade de vasos imunomarcados por
anti-CD31 quando comparado ao grupo SP, com diferenga estatistica significativa

(p<0,05) (Figura 13).

Figura 13 — Densidade de vasos sanguineos imunomarcados por anti-CD31 nos

grupos CP e SP.

251
204
154
104

5+

0-

p = 0,04

CP

Densidade de vasos imunomarcados
por anti-CD31 (n°/mm?)

SP

Teste t Student; p = 0,04. Os valores foram expressos em n/mm?.

* Indica diferenca estatisticamente significativa.
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No grupo CP foi observada maior densidade de leucocitos imunomarcados
por anti-IL-17 quando comparado ao grupo SP, com diferenca estatistica significativa
(p<0,05) (Figura 14).

Figura 14 — Densidade de leucdcitos imunomarcados por IL-17 nos grupos CP e SP.
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Teste t Student; p = 0,04. Os valores foram expressos em n%/mm?.
* Indica diferencga estatisticamente significativa.
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1 No grupo CP foi observada maior densidade de leucocitos imunomarcados
2 por anti- TGF-f quando comparado ao grupo SP, com diferenca estatistica
3 significativa (P<0,05) (Figura 15).
4
5 Figura 15 — Densidade de leucdcitos imunomarcados por anti- TGF-$ nos grupos CP
6 eSP.
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8  Testet Student; p = 0,01.
9  *Indica diferenca estatisticamente significativa.
10
11
12 Os pacientes do grupo SP apresentaram maior expressao de IL-13 (p=0,01)
13 guando comparados aos pacientes do grupo CP (Figura 16).
14
15 Figura 16 — Niveis da citocina IL-13 nos grupos CP e SP.
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18  Teste t Student; p = 0,01. Os valores foram expressos em pg/ml.
19  *Indica diferenca estatisticamente significativa.



B W DN -

oo N o Ol

47

Foram encontradas maior porcentagem de fibras colagenas no grupo SP
guando comparado ao grupo CP, com diferenca significativa (p<0,05) (Figura 17).

Figura 17 — Porcentagem de fibras colagenas nos grupos CP e SP.
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1 No grupo CP houve correlacao positiva e significativa entre a densidade de
2  mastécito-triptase e a densidade de vasos imunomarcados por anti-CD31 (Tabela 2)
3 e correlacdo positiva e significativa entre a densidade de mastécito-quimase e a
4 densidade de vasos imunomarcados por anti-CD31. Houve correlacdo negativa e
5 significativa entre a densidade de IL-17 e a porcentagem de coldgeno (Tabela 2). As
6 demais correlagbes ndo apresentaram diferengas significativas. Nao observamos
7 necrose em nenhum dos casos analisados.
8
9 Tabela 2 — Coeficientes de correlacdo (valores reais) para periimplantite: 1L-17, IL-
10 13, CD31, mastdcito-quimase, mastdcito-triptase e fibras colagenas.
11
Mastdcito- | Mastocito-
IL-13 TGF-B IL-17 CD31 quimase triptase
TGF-B -0.56
IL-17 0.55 -0.45
CD31 -0.26 0.69 0.18
Mastocito- | 59 -0.09 056 | 0.65*
quimase
Mastocito- | g 5g 0.11 007 | 0.76* 0.59
triptase
Fibras -0.29 0.77 -0.66* -0.4 -0.35 -0.13
colagenas

12  *indica correlagdo significativa; p < 0.05

14
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6 DISCUSSAO

O acumulo de biofime e a contaminacdo microbiana dos tecidos
periimplantares causam inflamacdo e consequentemente grande exsudacdo de
células inflamatérias (PETKOVIC-CURCIN et al, 2011). Em relacdo ao padrédo
inflamatdrio da doenca periimplantar, foi demonstrado neste estudo maior densidade
de leucocitos nos tecidos epitelial e conjuntivo, além de maior porcentagem de
hemorragia acentuada no grupo CP em relacdo ao grupo SP. Nossos resultados
estdo de acordo com outros estudos que demostraram aumento da permeabilidade
vascular e exsudagcdo de leucécitos, os quais liberam enzimas que causam
destruicdo dos tecidos, incluindo destruicdo da parede vascular, o que contribui
ainda mais para o quadro hemorragico encontrado no processo inflamatério
(ALBOUY et al., 2012; JUNG et al., 2012). Sangramento marginal foi visto apenas no
grupo CP. Assim, neste grupo estaria acontecendo lesdo vascular e destruicdo de
tecidos causadas por inflamacéo, o que justificaria maior profundidade de sondagem
e sangramento marginal nos pacientes com periimplantite.

Sabe-se que a presenca de agentes agressores induz, dentre outros fatores,
a liberacdo de mediadores quimicos por mastécitos. A liberacdo desses mediadores
promove inflamacdo com vasodilatacdo, recrutamento e adesdao de células,
remodelamento, fibrose e angiogenése (MALUF et al., 2009). Os mastdcitos
participam dos processos de remodelacao tecidual e fibrose, pois exercem papel
relevante na génese de tecido conjuntivo, incluindo a liberacdo de mediadores que
estimulam a proliferacéo de fibroblastos e a sintese de coldgeno (GARBUZENKO et
al., 2002). J& foi descrito aumento de mastocitos-triptase e de mastocitos-quimase
em varios tecidos a nivel sistémico, como na artéria aorta (CZYZEWSKA-
BUCZYNSK; WITKIEWICZ, 2011), em carcinomas renais (WATANABE et al., 2012)
e em éreas de calcificagdo (MASLINSKA et al., 2010). Embora ndo tenhamos
encontrado estudos sobre mastocitos na periimplantite, ja foi demonstrado o
envolvimento dessas células na doenca periodontal em humanos (BATISTA et al,
2005) e em roedores (HOLZHAUSEN et al, 2011).

Essas células podem participar tanto nos eventos destrutivos como no
mecanismo de defesa através da secrec¢do de citocinas, incluindo perpetuacédo da
resposta Th2, migracdo celular e processos de cura (BATISTA et al, 2005). Estudos

anteriores demonstraram maior atividade de triptase no fluido crevicular de pacientes


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Czyzewska-Buczy%C5%84ska%20A%22%5BAuthor%5D
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com doencga periodontal, fornecendo evidéncias de que a inibicdo da triptase poderia
impedir o aparecimento da perda Ossea alveolar, em um modelo experimental
(HOLZHAUSEN et al, 2011). Além disso, 0s mastocitos apresentam propriedades
imunomoduladoras na inflamacdo, sendo capazes de produzir citocinas e
mediadores, aumentando a intensidade da reacdo inflamatéria (OLIVEIRA et al,
2004). Assim, como no presente estudo demonstramos tendéncia para o aumento
de mastocitos-triptase e de mastocitos-quimase no grupo CP, acreditamos que estas
células estariam envolvidas no processo inflamatorio crénico do grupo CP.

Ao avaliar os grupos CP e SP conjuntamente verificamos que houve maior
densidade de mastocito-triptase em comparacdo com a densidade de mastocitos-
guimase. Nossos resultados estdo de acordo com outros estudos que demonstraram
aumento do nimero de mastocitos-triptase em mucosas (LINDSTEDT et al., 2007).

Juntamente com os macrdfagos, os mastocitos também liberam TNF-a, que
promove a inflamacao e ativa o endotélio. Nessa ativacao do endotélio, observa-se a
maior expressao de CD31, que é uma molécula de adesdo presente ha membrana
endotelial podendo ser utilizada também para avaliar a angiogénese
(KRISHNASWAMY et al, 2006). Estudo realizado com ratos Wistar demonstrou
aumento de CD31 em lesdes periapicais (YAMANAKA et al., 2012), o que corrobora
nossos resultados, pois encontramos maior densidade de vasos sanguineos
imunomarcados por anti-CD31 em pacientes do grupo CP. Portanto nesse grupo a
maior neovascularizacdo durante o processo inflamatério crbénico estaria
contribuindo para o maior influxo de leucécitos ao local da inflamacéo,
particularmente os linfécitos T efetores.

Entre os linfécitos T efetores, aqueles que chegam primeiro ao local da
inflamacé&o séo as células Th17 que liberam citocinas como a IL-17 (MURPHY et al.,
2010). Como muitas citocinas inflamatorias, a IL-17 desempenha papel tanto de
protecdo como de destruicdo 0ssea, sendo importante para a defesa do hospedeiro
contra organismos infecciosos (KELLY et al., 2005). Além disso, esta citocina tem
sido associada com a patogénese de vérias doencas inflamatorias tais como
psoriase, artrite reumatéide (MIOSSEC, 2003), doenca inflamatoria intestinal (SHIH
et al., 2008) e lGpus eritematoso sistémico (CRISPIN e TSOKOS, 2010). Sabe-se
que a IL-17 desempenha papel critico em varias respostas imunes e inflamatoérias
através da regulacdo da expressdo de varios mediadores inflamatorios, incluindo

citocinas, quimiocinas e moléculas de adesédo (PARK; LEE, 2011). Em estudo com
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fluido crevicular periimplantar, os autores demonstraram que a IL-17 poderia ser
responsavel pela inducdo de citocinas proé-inflamatérias (SEVERINO et al., 2011).
Outra funcdo importante da IL-17 é a sua capacidade de induzir a ativacdo das
células osteoclasticas (SATO et al., 2006), colaborando para a perda do implante.
No presente estudo houve expressao significativamente maior de IL-17 no grupo CP
guando comparado ao grupo SP, sugerindo o papel dessa citocina na destruicdo do
tecido periimplantar. Outro aspecto interessante é que a sintese de IL-17 pode ser
induzida pela presenca combinada de TGF-B e IL-6 (GUTCHER; BECHER, 2007).
Como no presente estudo verificamos maior densidade de células imunomarcadas
por anti-TGF- no grupo CP, acreditamos que a densidade mais elevada de IL-17
nesse grupo pode ter ocorrido, pelo menos em parte, devido a densidade mais
elevada de TGF-p.

A maior densidade de células imunomarcadas por anti-TGF- no grupo CP
sugere aumento da atividade pré-inflamatéria, com a quimiotaxia de neutrofilos,
monacitos e linfécitos, como demonstrado em outro estudo (SUAREZ et al., 2004).

Além disso, estudos anteriores demonstraram que o TGF-B aumenta a
fibrogénese, o que é importante para a cura que acompanha a inflamacéo crénica
(MORANDINI et al., 2011). Estes estudos contradizem nossos resultados, uma vez
gue encontramos menor porcentagem de fibras coldgenas no grupo CP. Assim,
sugerimos que no presente estudo o TGF-B estaria agindo como citocina pré-
inflamatoria.

A neoformacdo de tecido conjuntivo fibroso esta relacionada com varias
doencas (PEREIRA et al.,, 2002; PINHEIRO et al.,, 2003). Em um estudo com
biépsias de tecido periodontal humano, os autores demonstraram maior densidade
de infiltrado inflamatério e menor porcentagem de coldgeno em doencas
periodontais (YOUNES et al., 2009). Portanto esses achados corroboram o0s
resultados apresentados neste estudo, pois observamos um menor percentual de
colageno no grupo CP, que também pode ter ocorrido devido a lise das fibras
coldgenas por células citotoxicas como j& demonstrado na doenca periodontal
(SEGUIER, et al., 2000). Além disso, no presente estudo observamos niveis mais
baixos de IL-13 no grupo CP. Estudos tem demonstrado que a IL-13 estimula a
producdo de fibras colagenas em doencas pulmonares (SCOTTON; CHAMBERS,

2007) e na esclerose sistémica (O’'REILLY, et al., 2012). Deste modo, nods



© 00 N oo o b~ W N e

I N N S N T T o o e
O © 0O N oo o A W N - O

53

acreditamos que a menor expressao de IL-13 observada no grupo CP poderia
contribuir para a menor formagéo de coladgeno neste grupo.

Encontramos no presente estudo correlacdo positiva e significativa entre a
densidade de mastocito-triptase e a densidade de vasos sanguineos
imunomarcados por anti-CD31 e entre a densidade de mastdcito-quimase e a
densidade de vasos sanguineos imunomarcados por anti-CD31. Assim, sendo CD31
uma molécula de adesdo presente em células endoteliais e pelo fato de que os
mastocitos liberam mediadores quimicos e enzimas que promovem a angiogénese
(YAMANAKA et al., 2012), o grande numero de mastdcitos encontrado no grupo CP
justificaria a maior densidade de vasos sanguineos imunomarcados por anti-CD31
encontrada neste grupo.

No presente estudo, houve uma correlacdo negativa e significativa entre a
densidade de IL-17 e porcentagem de fibras coldgenas. A IL-17 desenvolve
importante papel na iniciacdo e manutencédo da resposta pro-inflamatoria induzindo
reabsorcdo osteoclastica. Portanto, em condi¢cdes de saude periimplantar, a 1L-13
poderia estar exercendo atividade reguladora e controlar a sintese de IL-17 pelas
células T. Entretanto, quando se instala o processo inflamatério, essa regulacdo nao
mais ocorreria e a IL-17 passaria a ser secretada em quantidade elevada,
promovendo exacerbacéo da inflamacgéo e destruicdo tecidual, justificando a menor

porcentagem de coldgeno encontrado no grupo CP.
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7 CONCLUSAO

Assim, a maior resposta inflamatdria no grupo CP sugere a participacdo de
mastocitos-triptase e mastécito-quimase na inducdo de alteracdes nas células
endoteliais e maior expressdo de CD31. Essa indugdo faz com que ocorra maior
exsudacao de leucdcitos, o que aumentaria outras citocinas como a IL-17, que por
sua vez agravaria 0 processo inflamatério e inibiria a atuacdo de IL-13. Com a
reducdo de IL-13 no grupo CP, a acdo pro-fibrotica neste grupo também estaria
reduzida. Além disso, o aumento da IL-17 poderia ativar osteoclastos com a
consequente perda de 0sso, 0 que poderia provocar a perda de implantes dentarios.
Dessa forma, a compreensdo sobre a influéncia das citocinas na instalacdo da
periimplantite poderia permitir o desenvolvimento de novas terapias que inibam a
sintese de IL-17 e que induzam a sintese de IL-13 no tecido periimplantar,

contribuindo assim para aumentar a longevidade dos implantes.
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APENDICE A — ANAMNESE

-~

2
UV

MINISTERIO DA EDUCACAQ
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO - Uberaba-MG

Data: / / Prontuario:

Nome:

Data de nascimento: / / Sexo: Estado civil:
Endereco: Bairro:

Telefone: (com) celular:
Profisséo: Raca:

Género: () masculino () feminino Gravidez: () sim ( ) ndo
Implantes:

Motivo da perda os dentes:

1) Sistema cardiovascular

- Presséo arterial: hipertensao arterial ( ) sim ( ) nao

- outras cardiopatias (angina, infarto, AVC ou derrame, insuficiéncia cardiaca congestiva, marcapso cardiaco,
endocardite bacteriana, cardiopatia isquémica, reumatica, chagasica, prolapso...)

2) Sistema respiratério (asma, pneumonia, bronquite, enfisema, fibrose... )
( )sim ( )nédo

3) Sistema digestorio (gastrites, Ulceras...)
( )sim ( )nédo

4) Sistema genito-urinario (cistite, nefrite, insuficiéncia renal...)
( )sim ()né&o

5) Sistema enddcrino (diabetes, tireoidite, paratireoidismo...)
( )sim ()néo

6)Alergias
( )sim ()ndo

7)Disturbios hemorragicos (disturbios de coagulagédo, purpuras...)
( )sim ()né&o

8)Discrasias sanguineas (leucemia, agranulocitose...)
( )sim ()nédo

9)Doencas infecciosas (hepatite, DST, AIDS, tuberculose...)
( )sim ()né&o

10) Tabagismo
( )sim ( )ndo Quantos cigarros por dia:
() ex-fumante Ha quanto tempo ndo fuma?
() fumante passivo

11) Sedentarismo ( )sim ()néo
12) Indice de massa corporal (IMC) = peso /(altura)2 - peso= altura=

13) Esta sob tratamento médico? ( ) sim ( ) ndo

14) Faz uso de algum medicamento? ( )sim ( )nédo

15) Possui alguma neoplasia (tumores)? ( )sim ( ) néo

16) Possui alguma doencga auto-imune (pénfigo, tireoidite de Hashimoto ...)
( )sim ()né&o




17) Toma algum medicamento com agao imunossupressora?
( )sim ()nédo

18) Deficiéncia de vitamina C?

19) Osteoporose

20) Ja teve problemas periodontite antes da colocagéo do implante? (

(

)sim () nédo

Ingere fontes de vitamina C?

21) Se aresposta anterior foi sim: Fez tratamento periodontal?

(

)sim () ndo quando?

22) Condicéo dental (coroa)

)sim () ndo

18 17 16 15 14 13 12 11 |21 22 23 24 25 26 27 28 | indice Condicao
0 Dente natural
1 Ausente
48 47 46 45 44 43 42 41 |31 32 33 34 35 36 37 38 2 Implante
23) Higienizacdo ( ) satisfatoria () deficiente
24) Sangramento a sondagem (somente no implante)
18 17 16 15 14 13 12 11 |21 22 23 24 25 26 27 28 | indice Condicao
0 Auséncia
1 Presenca
48 47 46 45 44 43 42 41 |31 32 33 34 35 36 37 38
25) Supuracéo (somente no implante)
18 17 16 15 14 13 12 11 |21 22 23 24 25 26 27 28 | indice Condicao
0 Auséncia
1 Presenca
48 47 46 45 44 43 42 41 |31 32 33 34 35 36 37 38
26) Profundidade de sondagem (em milimetros) do(s) implante(s):
Implante Recesséao Profundidade de sondagem Sangramento
(dente)
= L= M= D= = L= M= D= = L= M= D=
= L= M= D= = L= M= D= = L= M= D=
= L= M= D= = L= M= D= = L= M= D=
Implante Tipo de implante Data do Data do Data de instalacdo da
(dente) implante cicatrizador prétese sobreimplante

27) Ha antagonista ao implante? () sim

( )néo

() dente natural ( ) protese removivel ( ) protese fixa

28) Implante com coroa:

() sem coroa

() provisoria () definitiva
Em que condicao encontra-se? ( ) satisfatoria ( ) insatisfatoria

Assinatura do paciente

Qual material?




APENDICE B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

AN

UENV

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO - Uberaba-MG

TERMO DE ESCLARECIMENTO

Periimplantite € um termo utilizado para identificar o processo de inflamacgéo
que ocorre em torno de um implante dentario. O diagnéstico desta doenca é
extremamente importante, pois se nao for identificada e tratada, pode levar a perda
do implante. O presente estudo “Avaliacdo da mucosa perimplantar em pacientes
com periimplantite utilizando histoquimica, imuno-histoquimica e ELISA” tem como
objetivo avaliar a resposta inflamatéria observada em implantes dentérios, utilizando
meétodos laboratoriais (histoquimica, imuno-histoquimica e ELISA) e verificar se essa
resposta estd aumentada em pacientes fumantes e portadores de diabetes mellitus.
Como o0s avanc¢os ha area da saude ocorrem através de estudos como este, sua
participacdo é importante. Caso vocé participe, sera necessario fazermos coletas de
amostra de tecido gengival (biopsia), exames radiograficos, perguntas sobre sua
saude geral e odontologica. Este estudo permitira identificar se vocé tem
periimplantite e também lhe oferecerd todo o suporte de informacfes sobre sua
prevencao e tratamento. Nao seréa feito nenhum procedimento que traga risco a sua

vida ou maior desconforto, além da remocao do fragmento.

Vocé podera ter todas as informacdes que quiser e podera ndo participar da
pesquisa ou retirar seu consentimento a qualgquer momento, sem prejuizo no seu
atendimento. Por sua participacdo no estudo, vocé ndo recebera qualquer valor em
dinheiro, mas tera a garantia de que todas as despesas necessdarias para a
realizacdo da pesquisa ndo serdo de sua responsabilidade. Seu nome nao
aparecera em qualquer momento do estudo, pois vocé sera identificado com um
namero.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APOS ESCLARECIMENTO

Eu, , li elou ouvi o]
esclarecimento acima e compreendi para que serve o estudo e qual procedimento a
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